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RESUMO

Introducéo: As disfuncfes temporomandibulares (DTMSs), que representam a segunda causa
de dor orofacial na pratica clinica, compreendem um grupo heterogéneo de desordens
musculoesqueléticas que envolvem a articulagdo temporomandibular (ATM). Os farmacos
mais utilizados sdo os AINES, porém a evidéncia da eficacia destas drogas no tratamento da
DTM é muito limitada, e 0 seu uso continuado pode causar uma serie de efeitos colaterais
indesejaveis. Nas Ultimas décadas tem crescido o interesse na bioprospeccdo de substancias
derivadas de plantas nativas. Moringa oleifera adapta-se especialmente bem ao clima
semiarido da regido Nordeste do Brasil. Estudos tém demonstrado a capacidade dos
isotiocianatos (ITCs) derivados da M. oleifera em inibir o processo inflamatério. No grupo de
pesquisa desenvolveu 3 compostos semisintéticos, que gerou o depdsito de 3 patentes, obtidos
a partir de um composto extraido das flores da M. oleifera. Ainda, estudo demostrou que esses
compostos ndo apresentam toxicidade sistémica e mostraram propriedades antinociceptiva e
anti-inflamatoria. Objetivo: Avaliar o mecanismo de a¢do antinociceptivo e anti-inflamatério
de dois compostos semissintéticos MC-D7 e MC-D9 obtidos a partir do isoticianato MC-1
isolado das flores de M. oleifera na ATM de ratos. Materiais e Métodos: Foram utilizados
ratos Wister machos (peso de 180-240q), tratados por via oral com soluc¢éo salina, MC-D7 (1
ug/kg) e MC-D9 (Ing/kg). Apos 60 min. foi aplicada injecdo intra-articular de solucéo salina
(50 pL, 0,9%) no grupo controle ou formalina (50 pL, 1,5%) na ATM esquerda. A resposta
nociceptiva foi avaliada pela quantidade de vezes (em seg.) do ato de cocar a regido da ATM
esquerda e as vezes que ergueu a cabeca de forma reflexiva no periodo de 45 min. Ademais,
foi testado o papel dos receptores opioides centrais, da enzima hemioxigenase-1 (HO-1) e da
via NO/GMPc/PKG/K+ATP no mecanismo de acdo antinociceptiva de MC-D7 e MC-D9. O
comportamento nociceptivo foi avaliado por 45 min. Para investigar a participacdo de HO-
1/GMPc/PKG/K*ate € da via NO/GMPc/PKG/K™atp, utilizaram-se os inibidores ZnPP-IX,
aminoguanidina, ODQ, KT5823 e glibenclamida, 30 min antes da administragédo de MC-D7
(1pg/kg) ou MC-D9 (Ing/kg), respectivamente. Para estudar os receptores opioides, ratos
foram pré-tratados (15 min) com injecdo intratecal do inibidor ndo seletivo naloxona do
receptor opioides p. Resultados e Discussdo: O tratamento com MC-D7 1 pg/kg e MC-D9 1
ng/kg diminuiram significativamente o resultado comportamental nociceptivo quando
comparado ao grupo formalina. O inibidor de INOS aminoguanidina, ODQ e glibenclamida
reverteram o efeito antinociceptivo de MC-D9, porém KT 5823 ndo reverteu efeito
antinociceptivo da MC-D9 na hipernocicep¢do da ATM induzida pela formalina. O inibidor
especifico da HO-1 (ZnPP-1X) reverteu o efeito antinociceptivo do MC-D7 na
hipernocicepcao da ATM induzida por formalina, quando comparado ao grupo MC-D7; ODQ
reverteu o efeito MC-D7, quando comparado ao grupo MC-D7 sozinho; KT5823 e a
glibenclamida néo reverteram o efeito antinociceptivo do MC-D7 na hipernocicep¢do da ATM
induzida pela formalina. O antagonista ndo-seletivo dos receptores opioides naloxona nédo
reverteu o efeito do MC-D7 e MC-D9 de forma estatisticamente significativa, quando
comparado aos grupos MC-D7 e MC-D9, respectivamente. O inibidor seletivo da
hemeoxigenase-1 (HO-1) ZnPP-1X néo reverteu o efeito antinociceptivo do MC-D9 quando
comparado com o grupo MC-D9. Conclusdo: Os mecanismos envolvidos no efeito
antinociceptivo de MC-D7 age perifericamente pela via HO-1/GMPc e MC-D9 age também
perifericamente pela via éxido nitrico NO/GMPc/K* atp.

Palavras Chave: Moringa oleifera; articulacdo temporomandibular; nocicepcéo;
receptores opioides.



ABSTRACT

Introduction: Temporomandibular disorders (TMDs), which represent the second cause of
orofacial pain in clinical practice, comprise a heterogeneous group of musculoskeletal disorders
involving the temporomandibular joint (TMJ). The most commonly used drugs are NSAIDs, but
evidence of their efficacy in treating TMD is very limited, and their continued use can cause a
number of undesirable side effects. Interest in the bioprospecting of substances derived from native
plants has increased in recent decades. Moringa oleifera adapts especially well to the semiarid
climate of northeastern Brazil. Studies have shown the ability of M. oleifera-derived
isothiocyanates (ITCs) to inhibit the inflammatory process. In the research group developed 3
semisynthetic compounds, which generated the deposit of 3 patents, obtained from a compound
extracted from the flowers of M. oleifera. Also, a study showed that these compounds do not
present systemic toxicity and showed antinociceptive and anti-inflammatory properties. Objective:
To evaluate the antinociceptive and anti-inflammatory mechanism of action of two semisynthetic
compounds MC-D7 and MC-D9 obtained from MC-1 isoticianate isolated from M. oleifera
flowers in the rat TMJ. Materials and Methods: Male Wister rats (weight 180-240g), orally treated
with saline, MC-D7 (1 pg / kg) and MC-D9 (Ing / kg) were used. After 60 min Intra-articular
saline injection (50 pL, 0.9%) was applied to the control or formalin group (50 pL, 1.5%) in the
left TMJ. Nociceptive response was assessed by the number of times (in seconds) of scratching
the left TMJ region and the times that the head was reflexively raised within 45 min. In addition,
the role of central opioid receptors, hemoxygenase-1 (HO-1) and NO / GMPc / PKG / K + ATP
pathway in the antinociceptive mechanism of action of MC-D7 and MC-D9 was tested.
Nociceptive behavior was evaluated for 45 min. To investigate the participation of HO-1 / GMPc
/| PKG / K + ATP and the NO / GMPc / PKG / K + ATP pathway, inhibitors ZnPP-IX,
aminoguanidine, ODQ, KT5823 and glibenclamide were used 30 min before administration of
MC-D7 (1pg / kg) or MC-D9 (Ing / kg), respectively. To study opioid receptors, rats were
pretreated (15 min) with intrathecal injection of naloxone opioid receptor inhibitor . Results and
Discussion: Treatment with MC-D7 1 pg / kg and MC-D9 1 ng / kg significantly decreased
nociceptive behavioral outcome when compared to formalin group. The iINOS inhibitor
aminoguanidine, ODQ and glibenclamide reversed the antinociceptive effect of MC-D9, but KT
5823 did not reverse the antinociceptive effect of MC-D9 on formalin-induced TM
hypernociception. The HO-1 specific inhibitor (ZnPP-1X) reversed the antinociceptive effect of
MC-D7 on formalin-induced TMJ hypernociception when compared to the MC-D7 group; ODQ
reversed the MC-D7 effect when compared to the MC-D7 group alone; KT5823 and glibenclamide
did not reverse the antinociceptive effect of MC-D7 on formalin-induced TMJ hypernociception.
The non-selective opioid receptor antagonist naloxone did not reverse the effect of MC-D7 and
MC-D9 statistically significantly when compared to MC-D7 and MC-D9, respectively. The
selective hemeoxygenase-1 (HO-1) inhibitor ZnPP-IX did not reverse the antinociceptive effect of
MC-D9 when compared to the MC-D9 group. Conclusion: The mechanisms involved in the
antinociceptive effect of MC-D7 act peripherally via the HO-1 / cGMP pathway and MC-D9 also
act peripherally via the NO / GMPc / K + ATP pathway.

Keywords: Moringa oleifera; ear-jaw articulation; nociception; opioid receptors
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1 INTRODUCAO

A dor € reconhecida como uma alteracéo biopsicossocial de dificil entendimento, pois engloba
as diversas dimens6es humanas, dificultando sua medicdo. A dor é uma experiéncia emocional e
sensorial desagradavel, associada a um dano tissular real ou potencial ou descrita em termos de tal
dano. A sensacdo de dor sempre se fez presente na histéria da humanidade, em que a dor ndo
estabelece posicdo isolada ou direta da quantidade de dano tecidual, mas € o resultado da relacdo
entre varias funcdes (ALMEIDA, COSTA JUNIOR, DOCA, & TURRA, 2010). O quadro algico ¢
uma situacdo muito subjetiva, na qual sua mensuragéo vai necessitar da descrigdo de quem a sente.
Por se tratar de uma existéncia, a no¢do da dor é caracterizada como uma experiéncia
multidimensional, em que a peculiaridade e a intensidade sensorial sdo alteradas por inumeras
variaveis afetivas e emocionais (SANTOS; GIACOMIN; FIRMO, 2015).

A dor esta inserida como um dos principais motivos para a procura dos servigos de salde da
populagéo de maneira geral, apresentando aproximadamente 25% a 50% das consultas dos servicos
de salde primarios, em que a dor cronica representa cerca de 20% da procura dessas consultas. A
dor atinge em torno de 30-40% de individuos em algum momento da sua vida, e entre alguns deles
essa durabilidade podera ser superior quando comparadas a outros individuos. A dor pode ser do
tipo nociceptiva (classificada em visceral ou somatica) ou ndo-nociceptiva. A dor do tipo
nocipetivo se manifesta através de estimulos especificos nos receptores da dor (MOFFAT, 2011).

A funcédo primordial da dor no organismo é atuar como um sinal de alerta, desencadeando
reacOes de defesa e protecdo, de maneira a diminuir o dano tecidual. A Agéncia Americana de
Saude Publica e a Sociedade Americana de Dor considera a dor como o 5° sinal vital a ser
registrado como norma de boa préatica, e sua existéncia e intensidade sejam reconhecidas,
avaliadas, diagnosticadas e registadas como prioridade no campo de assisténcia aos cuidados a
salide na perspectiva de uma terapéutica ideal (NASCIMENTO; KRELING, 2001).

A dor inflamatdria estd normalmente relacionada a uma alteracdo da sensibilidade dolorosa,
de maneira que a regido inflamada se torne fonte de dor notével. Percebe-se que na regido
inflamada ocorre uma diminuicao do limiar de dor a estimulos térmicos, mecanicos ou quimicos,
proveniente de uma sensibilizacdo dos nociceptores, situacdo essa nomeada de hiperalgesia, ou
seja, uma resposta aumentada a um estimulo que € comumente doloroso (RIEDEL E NEECK,
2001). Scarpelli (2007) relata que a dor aguda acontece em virtude da nocicepcdo, sendo
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normalmente um sinal bioldgico agregado a uma alteracéo reconhecida, que pode ser minimizado

com recurso terapéutico.

A dor, aguda ou cronica, representa a principal razéo pelo qual uma pessoa procura tratamento
médico ou odontoldgico. Enquanto a dor aguda é um sintoma que alerta o paciente sobre a possivel
existéncia de uma lesdo no seu organismo, a dor cronica ndo apresenta esse valor bioldgico,

levando a incapacidade significativa na vida dos pacientes (BRANCO et al., 2005).

A dor orofacial é uma sensa¢do dolorosa que pode incluir as estruturas moles e mineralizados
da cabeca, face, pescoco e tecidos associados. Os sinais e sintomas podem aparecer por intermédio
de algias dentérias, na forma de dores gengivais, Ulceras, traumas, tumores, cefaleias, algias nos
musculos da face e/ou na articulagdo mandibular. A dor orofacial de origem musculoesquelética,
ndo dentéria, tem apresentado prevaléncia importante. Entre os processos dolorosos que afetam a
regido orofacial, a disfuncdo temporomandibular (DTM) é a segunda maior causa nas clinicas,
seguida pelas dores odontogénicas (FERNANDES et al., 2007)

O tratamento para paciente com DTM esté ligado ao alivio da dor e restabelecimento da
funcdo atraves de tratamento medicamentoso (anti-inflamatorios e analgésicos), aconselhamento,
terapia psicoldgicca, placas inter-oclusias (no caso de pacientes que apresentam bruxismo do
sono), agulhamento seco, viscossuplementacdo da ATM, procedimentos cirdrgicos, acupuntura e
fisioterapia (cinesioterapia, reeducagdo postural global- RPG, crioterapia, termoterapia,
laserterapia, estimulac&o elétrica transcutdnea — TENS, ultrassom (US) (TORRES et al., 2012).
Essas terapias tém apresentado bons resultados, porém o controle do processo doloroso ainda
necessita ser melhor estudado e detalhado, assim intervengdes terapéuticas, visto que 0s

medicamentos atualmente existentes levam a importantes efeitos adversos.

Produtos naturais para fins medicinais sdo conhecidos ha milhGes de anos e sdo apresentados
como importante acdo farmacéutica para prevenir e curar varias patologias e enfermidades. De
acordo com Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que em torno de 80% da populacdo
mundial que tem dificuldade ao acesso ao servi¢o primario de saude, recorre especialmente a
plantas medicinais (NEWMAN et al., 2000). Nos dias atuais, aproximadamente 25% de todos 0s
farmacos prescritos pelo mundo séo derivados de plantas medicinais. Das substancias conhecidas
e consideradas como primordiais e fundamentais pela OMS, 11% sdo oriundos unicamente de
plantas, e um namero relevante sdo medicamentos sintéticos originados a partir de precursores
naturais (RATES, 2001).

Nesse cenario se enquadra a planta Moringa oleifera, que é consumida em regides tropicais

e subtropicais por suas valiosas caracteristicas nutricionais e medicinais, sendo utilizada para
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gerenciamento de diversas patologias, entre elas cardiacas, oculares, processos inflamatorios e
dispepsia. A planta apresenta bom crescimento, mesmo em periodos de grande estiagem. No
Brasil, a M. oleifera é encontrada na regido Nordeste, especialmente nos Estados do Maranhao,
Piaui e Cear4, onde foi implantada por volta de 1950 (AGUIAR, 2010).

Estudos farmacoldgicos tém demonstrado que Moringa oleifera apresenta acdo antioxidante,
antitumoral, antiinflamatorio, propriedades antiespasmddicas e antidiuréticas, que podem estar
relacionadas a presenca de metabdlitos vegetais presentes na planta, como as vitaminas, minerais,
aminoacidos, glicosideos, carotenoides, flavonoides e fendlicos (BAKRE; ADERIBIGBE;
ADEMOWO, 2013).

No estudo de Alhakmani; Kumar; Khan (2013) foi descrita acdo antiinflamatdria das flores
da Moringa oleifera, por apresentar no composto da flor abundantes acidos fendlicos e flavonoides,
além da importante acéo antioxidante in vitro e in vivo, por isso a indicagdo de ser utilizada na
prevencéo da evolugéo de muitas doengas. Conforme descreve Anwar et al. (2007), dentre 0s usos
medicinais da flor, destacam-se outras acGes como estimulante, afrodisiaca, abortiva,
antiinflamatdria, antitumoral, etc. Na pesquisa realizada por Mishra et al. (2011), foi realizada
uma investigacdo fitoquimica das diferentes partes da planta, onde se confirmou acdo anti-
inflamatoria e analgésica do extrato da flor da Moringa oleifera, por apresentar em seu extrato rica

fonte de glicosideos, fendis, esterdis, flavanois presentes na planta.

Quase todas as partes da planta séo utilizadas para diferentes doencas na medicina Indiana e
no sul da Asia, incluindo o tratamento da diabetes, hipertensdo, doencas inflamatorias e
infecciosas. Tanto as folhas como flores, raizes, gomas e frutas sdo extensamente utilizados para
o tratamento inflamatério (VERMA; VIJAYKUMAR; MATHELA, 2009).

Nesse contexto, em parceria com o Departamento de Quimica Organica da Universidade
Federal do Ceara, foi isolado o composto 4-(4’-O-acetil-a-L-raminosiloxi) benzilisotiocianato
(MC-1) de flores de M. oleifera, a partir do qual foram obtidas 3 moléculas semissintéticas, a saber:
4-[(2°,3’,4’- O-triacetil-a-L-raminosiloxi) N-benzil hidrazinacarbotioamida (MC-H); N-[4-(4’-O-
acetil-a-L-raminosiloxi) benzil] -2- (piridinil4-carbonil) hidrazina-1-carbotioamida (MC-D7) e 4-
[4’-O-acetil-2’,3’-O-bis (decanoiloxi)a-L-raminosiloxi] benzilisotiocianato (MC-D9) cujo estudo
por nosso grupo de pesquisa resultou no deposito das patentes sob nimeros BR 102016030476,
BR 102016030480 e BR 102016030484, respectivamente. Os estudos de Santos et al. (2018),
Silveira (2017) e Parente (2017) relatam acdo antiinflamatoria e analgésica desses compostos
semissintéticos obtidos do extrato da flor de Moringa oleifera na ATM de ratos, j& demonstrando,

inclusive, que esses 3 compostos ndo apresentam toxicidade. Diante disso a importancia de
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continuar-se 0 estudo dos mecanismos de acdo desses compostos MC-D7 e MC-D9 na dor
inflamatoria da ATM.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Dor Orofacial

A dor orofacial é definida como toda dor relacionada a estruturas moles e/ou mineralizados
(pele, vasos sanguineos, 0ssos, dentes, glandulas ou musculos) do componente oral e/ou facial.
Essa dor pode ser manifestada na regido da cabeca e/ou pescoc¢o ou ainda podendo mesmo estar
associada a outras condicdes sistémicas como cefaleias primarias, cervicalgias e doencas
reumaticas como fibromialgia e artrite reumatoide (CARRARA; CONTI; BARBOSA, 2010).
Estudos epidemioldgicos tém mostrado que a dor orofacial apresenta alta prevaléncia, e que
apresenta efeitos indesejaveis na qualidade de vida da populacdo (HARGREAVES, 2011;
ZAKRZEWSKA, 2013). Uma pesquisa realizada no Brasil com numa populacédo de adultos e
idosos demonstrou que a prevaléncia da dor orofacial e da cefaleia foi de 55,5%, estando
relacionada a comordidades, ao uso indiscriminado de medicamentos e ao prejuizo na qualidade
de vida (DE SIQUEIRA; VILELA; FLORINDO, 2015).

Conforme Kuroiwa et al. (2011), dependendo do grau, a dor orofacial podera acarretar
alteracdes significativas na qualidade de vida dos pacientes quando comparada a outras condigdes
sistémicas como diabetes, hipertensdo ou Ulcera. Pessoas nessa condi¢do passam por grandes
mudancas no seu cotidiano, envolvendo auséncia no ambiente de trabalho, distanciamento dos
amigos e familiares, insatisfacdo com a condi¢do bucal, consumo de farmacos e mudanca nos

habitos alimentares.

A Academia Americana de Dor Orofacial retrata que a desordem

temporomandibular engloba véarios sinais e sintomas que incluem ruidos nas articulacGes
temporomandibulares, como estalidos e/ou crepitacdo; dores nos musculos da mastigagdo;
dificuldade nos movimentos mandibulares; algias na regido da face; cefaleias e dores na
articulacdo temporomandibular (ATM) (BOCCHI; KUHN; NASCIMENTO, 2000).

2.2 Articulagcédo Temporomandibular (ATM)

A articulacdo temporomandibular é uma articulacdo sinovial que pertence ao sistema

estomatognatico, podendo realizar uma diversidade de movimentos. Esta presente nos dois lados
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da face, a frente do ouvido e se fixa aos 0ssos temporais do cranio através de ligamentos. A
estabilidade e funcdo da articulacdo sdo importantes para mastigacao, degluticdo, fonacédo e ainda
pela postura da mandibula (MENEZES; BUSSADORI; FERNANDES e BIASOTTO-
GONZALEZ, 2008). Para Ramos et al. (2004), a ATM ¢ identificada como uma das mais
complexas articulacbes do corpo humano, pois tem possibilidade de realizar movimentos
rotacionais e translacionais, em virtude do par de articulacbes. A ATM pode ser acometida pelas
mesmas patologias e disfun¢bes que afetam outras articulagdes do sistema musculo-esquelético,
entre eles destacamos os distdrbios articulares, degenerativos, deslocamento de disco, artrites

inflamatorias.

Sdo estruturas constituintes da ATM: cabeca da mandibula e parte escamosa do 0sso
temporal, cartilagem articular, membrana sinovial, disco articular, ligamento temporomandibular
e ligamentos acessorios (Figura 1). Como as faces articulares da ATM sdo irregulares, €é
indispensavel que o disco articular se posicione entre elas para que se consiga realizar movimento
suave da mandibula. Considerado um dos 0ssos mais complexos do nosso esqueleto, 0 0sso
temporal se articula com a parte anterior e lateral do occipital. Este 0sso situa-se na porcao inferior
e externa do cranio, podendo dividir-se em quatro porgdes: por¢do escamosa, mastoidea, porcéo
timpanica e petrosa. Estas trés superficies 6sseas, fossa mandibular, eminéncia articular e cabeca
da mandibula, compreendem a estrutura éssea da articulacdo temporomandibular (ATM), que é
responsavel pelos movimentos mandibulares juntamente com os musculos mastigatérios
(SANTOS et al., 2009).

Figura 1. Articulacdo Temporomandibular (ATM)
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O disco articular & uma estrutura fibrocartilaginosa que se localiza acima da cabeca da

mandibula, recobrindo-a. Divide-se em trés porcoes: anterior, medial e posterior. A regido anterior,
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com aproximadamente 2 mm de espessura € composta por tecido conjuntivo denso com fibras de
colagenos tipo I e Il, compactadas e entrelacadas fortemente em diferentes sentidos. Na regido
anterior, o disco, alem de se fundir com a cépsula articular, também mantém ligacdo com fibras da
cabeca superior do musculo pterigoide lateral (RIZZOLO; MADEIRA, 2006). Na regido posterior,
a unido entre o disco e a capsula é interligada pelo coxim retrodiscal, uma zona bilaminar de
camadas vascularizadas e inervadas, compostas de tecido conjuntivo frouxo, com fibras elasticas
e fibras colagenas (OLIVEIRA, 2002). A regido central do disco € mais delicada do que a por¢ado
anterior e posterior, sendo capaz de ser comparada com uma lente biconcava. (RIZZOLO;
MADEIRA, 2006). Néo se fixa em nenhuma regido do temporal, mas se insere estreitamente na
cabeca da mandibula através de ligamentos medial e lateral. A insercéo desses ligamentos concebe
que o disco conduza a cabeca da mandibula no decorrer do movimento de translacdo, e também

possibilita movimentos de rotacdo sem que o disco se movimente (OLIVEIRA, 2002).

O meio de ligacdo da ATM acontece através da capsula articular com os ligamentos. A
capsula articular é composta por uma membrana fibrosa, ricamente vascularizada se estendendo
até a periferia do disco articular. Esta Gltima insercdo divide a cavidade em dois compartimentos:
o0 superior e o inferior. Cada um dispde de uma membrana sinovial propria que recobre a regido
interna correspondente da capsula (SANTOS et al., 2009). A capsula articular é composta por dois
tipos de fibras: as longas, sendo elas superficiais e espessas, e as fibras curtas, sendo elas mais
profundas. A cépsula articular é delgada em quase toda a sua extensao, especialmente na parte
anterior onde se insere 0 musculo pterigoideo lateral com o disco (NUNES; MACIEL &
BABINSK, 2005).

A membrana sinovial recobre a cépsula articular internamente nos compartimentos
supradiscal e infradiscal, e estende-se embaixo e encima do coxim ou zona retrodiscal. Tem por
missdo de produzir o liquido sinovial (SANTOS et al., 2009). O liquido sinovial, produzido pela
membrana sinovial, é viscoso, nutritivo e poderoso lubrificante das articulagdes, diminuindo o
desgaste, e é também encarregado pela nutricdo das estruturas nao vascularizadas (OLIVEIRA,
2002).

O ligamento temporomandibular é tnico ligamento verdadeiro da ATM. Na regido superior
se insere no processo zigomatico do temporal e na eminéncia articular até a vizinhanga do processo
retroarticular. Suas fibras convergem para trds e para cima para se inserir abaixo do colo da
mandibula em uma estrutura pequena logo abaixo da inser¢do do disco articular, gerando um
tridngulo e deixando exposta uma discreta area da capsula (R1IZZOLO; MADEIRA, 2006). Possui

fibras obliquas superficiais e profundas. As fibras obliquas atuam como estabilizadoras no
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movimento de translacdo, e as fibras profundas limitam os movimentos retrusivos da mandibula a
fim de impedir a compressao de estruturas posicionadas na regido posterior do céndilo mandibular.
Age dessa maneira estabelecendo limite no movimento posterior da cabeca da mandibula e do
disco articular, especialmente em pessoas desprovidas de dentes na regido posterior, nos quais
carecem intercuspidacéo de dentes para ancoragem da posicdo do condilo. E constituido por tecido
conjuntivo colagenoso, ndo- contratil, ndo elastico. Assim trabalha de maneira passiva, nao
movimentando a ATM como uma atividade muscular faria (R1ZZOLO; MADEIRA, 2006).

H4& ainda os ligamentos acessorios, que sdo ligamentos que ddo sustentagdo ligamentosa
complementar a ATM. O ligamento esfenomandibular vai desde a espinha do esfenoide até lingula
da mandibula, e o ligamento estilomandibular se estende do processo estiloide até angulo da
mandibula. Como estdo distantes da ATM, ndo apresentam influéncia nos seus movimentos
(R1ZZOLO; MADEIRA, 2006).

Diante de uma gama de patologias que implica na integridade do sistema estomatognatico,
destacamos os disturbios da articulacdo temporomandibular (DTM) que podem modificar a
estabilidade dindmica das estruturas que englobam esse complexo sistema e, diante disso,
acarretard uma sequéncia de sinais e sintomas especificos (DAMASCENO; BARBIERI, 2014).

2.3 Mecanismo da Dor Orofacial

Vaérias etapas podem ser avaliadas e identificadas no processo dos sinais nocivos neurais
gue desencadeiam a percepcdo de dor. A primeira etapa da sequéncia que darad origem ao processo
doloroso é conhecida como transducdo, que significa o processo de transformacédo dos estimulos
agressivos (fisicos, biolégicos ou quimicos) em potenciais de agdo, que serdo transduzidas das
fibras nervosas periférica para sistema nervoso central (SNC), principalmente pelo V par de nervos
cranianos - nervo trigémio (TEIXEIRA, 2001), além de outras estruturas nervosas como nervo
facial (VII par), nervo glossofaringeo (I1X par), nervo vago (X par) e nervos cervicais superiores
(SESSLE, 2000). Na segunda fase, acontece a transmissdo, em que a mensagem é propagada
através do trato espinal do trigémio no tronco encefalico para o tdlamo. Por Gltimo, as conexdes
entre o talamo e centros corticais superiores procedem ao controle perceptivo e integram a resposta
afetiva a dor (DOURADO, 2007; MOFFAT E RAE, 2010).

Os nociceptores sdo terminagdes nervosas livres encarregadas pela propagagédo da
sensibilidade da dor e estdo interligados em fibras A-delta (mielinizadas e rapida conducao) e

fibras C (amielinizadas e lenta conducéo) (SILVA et al., 2013). Logo apos a percep¢do do impulso
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nociceptivo pelos nociceptores, essa mensagem é dirigida ao SNC por meio das fibras aferentes
primarias, que possuem 0s corpos celulares no ganglio trigeminal, situado em uma cavidade na
base do crénio. Esses neurdnios primarios fazem sinapses com neur6nios de 22 ordem no subndcleo
caudal do trato espinal do trigémeo no complexo trigeminal situado no tronco encefalico (SESSLE,
2005).

O complexo trigeminal do tronco encefalico é subdividido anatdmico e funcionalmente em
nucleo sensorial principal, ndcleo motor, nucleo mesencefalico e nacleo do trato espinal, o qual
concebe trés subnucleos: oral, interpolar e caudal. O nicleo motor abrange respostas motoras. O
nacleo sensitivo principal € o lugar de transmissdo dos efeitos de tato e propriocepcdo, gerando
parcela da via epicritica somestésica trigeminal (Figura 2). O trato espinal do trigémeo, com seus
3 subnucleos, ¢ o lugar de transferéncia das sensagdes de temperatura, dor e pressao, fazendo parte
da via protopéatica somestésica trigeminal (SESSLE, 2005; OKESON, 2003). De acordo com
consideracBes comportamentais, clinicas e morfoldgicas, o subnucleo caudal é o lugar mais
importante de transmissdo da mensagem nociceptiva da regido orofacial do tronco cerebral,
semelhante ao corno dorsal da medula espinhal para propagacdo da mensagem nociceptiva das
demais partes do corpo (SESSLE, 2003).

Figura 2 — Mecanismo da Dor Orofacial.
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Pesquisas anatbmicas tém indicado que axénios que inervam a area da face proximal a linha
média fazem sinapses rostralmente no ndcleo caudal do trigémeo, enquanto os axdnios que
inervam areas posteriores fazem sinapses primarias sucessivamente nas partes mais caudais deste

nucleo. Consequentemente as regides de sugestdo de dor se repartiriam conforme a disposicédo das
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fibras aferentes no nucleo espinal do trigémeo, na regido caudal, e ndo conforme a inervacéo dos
diversos ramos trigeminais (WAITE, 2004; SESSLE, 2003).

A partir do subnucleo caudal, as mensagens déo continuidade pelos neurdnios secundarios
através do lemnisco trigeminal ventral até o nucleo talamico ventral posteromedial contralateral.
Os neurdnios de variagdo dindmico ampla (WDR) sdo os neurbnios de segunda ordem mais
significativo para dor no subnucleo caudal, assim como os neurdnios nociceptivos especificos
(NS). Por fim, um neurénio de terceira ordem conduzira as mensagens dolorosas até o cortex
somatossensorial, onde estd comtemplada a regido da face (SANDWELL et al., 2010; SESSLE,
2011).

Isso provoca a liberagcdo de neurotransmissores, envolvendo glutamato e substancia P, que
estimulardo neurénios localizados na medula espinhal (McKUNE et al., 2015). Antes da
mensagem nociceptiva alcancar o talamo e cortex cerebral, ocorre a modulagéo tanto para eliminar
quanto para ampliar a mensagem nociceptiva nos terminais centrais das fibras aferentes (SESSLE,
2009). Esse complexo modulador é constituido por uma equipe de estruturas no tronco encefalico,
mesencéfalo, subcortex e cortex que constituem um complexo de projecdes descendentes para o
conjunto trigemial do tronco encefélico e corno dorsal da medula espinhal (MATTHEWS;
SESSLE, 2005; OKESON, 2003). Véarios mediadores quimicos podem estar envolvidos na
transmissdo nociceptiva ou modulagdo dentro do SNC como glutamato e aspartato, acido y-
aminobutirico (GABA) e substancias opioides enddgenas, como encefalinas e endorfinas, podendo

atuar também na periferia nos nociceptivos aferentes (SESSLE, 2005).

2.4 Mediadores inflamatérios envolvidos na dor inflamatéria da ATM

No decorrer do processo inflamatério, uma ampla quantidade de mediadores quimicos é
liberada e contribui ativamente nas fases desse processo, como quimiotaxia de células imunes,
vasodilatacdo dos vasos sanguineos, aumento da permeabilidade vascular, intensificacdo e
sensibilizacdo periférica dos nociceptores (Figura 3) (CHAVES et al., 2011; SESSLE, 2011).

Para Cunha et al. (2005), depois de lesdes teciduais, citocinas sao liberadas por diferentes
espécies de células e fazem uma conexdo entre o dano tecidual e a evolucdo da nocicepgdo
inflamatoria aguda definida por hipernocicepcdo devido & sensibilizacdo dos neur6nios
nociceptivos primarios. A reducéo do limiar de disparo dos neurdnios primarios depende de TNF-
a e IL-1pB, que, por sua vez, incentivam a formacao de prostanoides e aminas simpaticas. Diferentes

citocinas pro-inflamatorias, como a IL-6, secretada por células T e macréfagos, também colaboram
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para a instalacdo e manutencdo da inflamagdo (ARENDT-NIELSEN, 2015; CUNHA et al., 2007,
2008; PINTO et al., 2010).

As citocinas estdo associadas de maneira direta com varios processos imunes relacionados
com a patogénese na ATM. Diferentes citocinas sdo expostas e ativas funcionalmente em tecidos
sinoviais e, quando acontece uma desordem internamente na ATM, as citocinas TNF-a, IL-1p, IL-
6 e IL-8 sdo as que estdo presentes em concentracdes aumentadas no liquido sinovial (SLADE et
al., 2011). Essas citocinas mencionadas acima apresentam um importante papel na doenca articular
degenerativa, elevando o nivel de degradacdo de colageno, prejudicando a crondogénese e a
remodelacdo reticular (SESSLE, 2005; KOSTRZEWA-JANICKA et al., 2012).

Figura 3 - Mediadores Inflamatoérios na Dor Orofacial
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O TNF-a é uma citocina pro-inflamatdria produzida especialmente por mondcitos,
macrofagos e linfécitos-T35, participando das etapas iniciais do mecanismo inflamatério e da
inducdo de outros mediadores inflamatérios como IL-1, IL-6 e prostaglandinas (PG)
(FREDRIKSSON, ALSTERGREN e KOPP, 2006). Essa citocina exerce uma fungéo essencial na
evolugéo das DTMs (FURQUIM et al., 2016). A sua expressdo ampliada proporciona 0 comego e
0 desenvolvimento de varias doencas infamatdrias da ATM. Esse acontecimento é comprovado
através de respostas nos quais niveis aumentados de TNF-a na ATM relacionam-se de maneira
positiva com reacdo inflamatoria articular aguda e cronica, destruigdo do tecido conjuntivo e

processo doloroso nessa articulagdo (AHMED et al., 2015).
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A IL-1 é formada por macrofagos, monocitos, fibroblastos e células dendriticas, da mesma
forma que € expressa pelos linfécitos B, células NK e células epiteliais, tornando-se um dos mais
relevantes marcadores indutor da resposta inflamatoria, relacionada a infeccdo aguda
(CONTASSOT; BEER; FRENCH, 2012). A intrincada estabilidade das moléculas e receptores da
familia IL-1 tem um forte impacto na homeostase da ATM. A IL-1 é uma das citocinas que
apresenta maior prevaléncia nas DTM e responsavel por uma sequéncia de cascata de eventos, que
em Ultima instancia podera acarretar em alteracdes nos tecidos (SORENSON et al., 2017).

A IL-1B pode ser formada por macréfagos da membrana sinovial, assim como por
condrécitos ou fibroblastos a partir de cartilagem articular. Pesquisas apontam que IL-1f
sensibiliza nociceptores e gera a hiperalgesia, agindo na fisiopatologia dolorosa da articulacéo da
ATM em pacientes com DTM (KOSTRZEWA-JANICKA et al., 2012; ALSTERGREN et al.,
2003). Sintomatologias dolorosas e hiperalgesias apresentam relagcdo direta com o aumento na
expressdo de IL-1pB. A existéncia desta citocina no liquido sinovial da ATM demonstra a presenca
de uma lesdo, uma vez que nédo existe a presenca da citocina no liquido sinovial de ATM normal
(ALSTERGREN, 2003).

O TNF-a juntamente com IL-1f sdo citocinas pro-inflamatorios e também potentes
indutores de diversas citocinas, como a IL-6. Na artrite reumatoide, essas citocinas sdo liberadas
no sitio inflamatdrio, como também aparentam ser o causador da inflamacéo sistémica. TNF-o e
IL-1 aparentam ndo estarem presentes no liquido sinovial da ATM normal de individuos, porém
destacam estar presentes no fluido sinovial da ATM de pacientes com artrite (AHMED et al.,
2015).

A IL-8 é utilizada como marcador para diferentes situagdes clinicas. O estimulo de I1L-8 se
da através de mediadores inflamatorios como TNF-a, sendo capaz de existir em sua figura
monomeérica ou dimérica, com a competéncia de diferenciacdo e regulacdo de seus dois receptores
de superficie. Ressalta-se seu instrumento de acdo em situacfes patogénicas de diversas doencas
inflamatoria, como artrite reumatoide (TIPTON et al., 2016). Conforme estudo de Kaneyama et
al. (2002), foi constatado niveis elevados de IL-8 no liquido sinovial de pacientes portadores de
DTM.

2.4.1 Via Hemeoxigenase-1 (HO-1)

A Hemeoxigenase (HO) foi originalmente identificada em 1969 por Tenhunen et al. que
caracterizaram a atividade da enzima, assim como sua localizagéo celular. A HO é uma enzima

microssomal que catalisa a degradacdo do heme em monoxido de carbono (CO), biliverdina
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(BVD) e ferro, e a biliverdina é reduzida pela enzima biliverdina redutase para produzir bilirrubina
(CATALAN; ALCARAZ; FERRANDIZ, 2018). Trés formas do HO (HO-1, HO-2 e HO-3) podem
estar presente em ratos. Enquanto a HO-1 é diferente na estrutura das suas isoformas, HO-2 e HO-
3 sdo muito semelhantes (cerca de 90 % de homologia), com a HO-3 apresentando pobre
desempenho na degradacao de heme. Constitutivamente expressa, a HO-2 foi identificada nos rins,
musculo liso vascular, figado, cérebro e baco (WUNDER; POTTER, 2003). Embora ambas
isoenzimas, HO-1 e HO-2 degradem heme numa extensao similar e levem a geracdo dos mesmos
produtos, foram apresentadas diferencas significantes entre as duas isoformas. Sob condicGes
normais, a atividade da HO-2 supera em 2-3 vezes a atividade da HO-1. Entretanto, a atividade da
HO-1 pode aumentar em até 100 vezes quando exposta a metais pesados e condic¢des de estresse
como hipodxia, hipertermia, dano celular, respondendo pela maior parte do catabolismo do heme e
gerando producéo de CO e BVD (TRAKSHEL et al., 1986).

A HO-1 desenvolve uma importante fungéo antioxidante no sistema de defesa e homeostase
do ferro, além de estar possivelmente envolvida na regulacéo de diversas funcdes celulares, como
proliferacéo, diferenciagéo e apoptose (PRZECZEK; DULAK; JOZKOWICZ, 2012). Em virtude
de o grupo heme apresentar em sua forma toxicidade para as células, por incentivar a producéo de
radicais livres, ampliar a permeabilidade vascular, a expressdo de moléculas de adesdo e a
infiltracdo de neutrofilos para o sitio inflamatério, HO apresenta funcéo de protecéo, destruindo-o
e concedendo seus produtos finais (SCHULLER et al., 1999).

Pesquisas tem relatado a interligacdo da ativacdo de HO-1 com a reducdo de dor
neuropaética periférica em ratos (BIJJEM et al., 2013). A HO-1 também esta presente nos ganglios
da raiz dorsal, nos ganglios trigeminais e nas regides superiores das vias da dor, contribuindo nos
mecanismos protetores e adaptativos (AKRAM et al., 2016; SHEN et al., 2015). Como mostra no
estudo de Rossi et al. (2017), a HO-1 se apresenta também como via protetora contra isquemia-
reperfusdo renal (IRI) e poderia ser um objeto terapéutico relevante no transplante renal. Ademais,
no estudo de Poss; Tonegawa (1997) foi observado que os camundongos que sofriam de delecéo
génica da HO-1 ndo sobreviviam apds 0 hascimento e aos que conseguiam de manter vivos exibem
um atraso no desenvolvimento e anemia normocrdémica, morrendo ainda no primeiro ano de vida.
Ainda foi demosntrado na andlise histopatoldgica que os rins e o figado desses animais
expressaram degradacdo de ferro e manifestaram acentuada reacéo inflamatoria caracterizada por
hepatoesplenomegalia e leucocitose. No ano de 2002, surgiu na literatura a primeira ocorréncia de
deficiéncia da expressdo da HO-1 em seres humanos. Esse individuo exibia alteracfes semelhantes

aquelas que foram verificadas nos animais com deficiéncia de HO-1, envolvendo atraso do
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crescimento, anemia, leucocitose e aumento da sensibilidade ao estresse oxidativo
(KAWASHIMA et al., 2002).

HO-1 ¢ indutivel por uma vasta série de estimulos e desempenha uma funcéo interessante
antioxidante no sistema de defesa e homeostase do ferro. Além disso, HO-1 est4 envolvida na
normalizagdo de diversas funcdes celulares, como proliferacdo, diferenciacdo e apoptose
(GROCHOT-PRZECZEK; DULAK e JOZKOWICZ, 2012). Uma vasta gama de indicios indica
que a HO-1 normaliza a ativacao e fungdo de diversos tipos de células de conducdo e a resposta
inata adaptativa ao processo inflamatério e imunologico (BUSSEROLLES et al., 2006; GARCIA-
ARMANDIS et al., 2010; CLERIGUES et al., 2012). Consequentemente, a normalizagéo positiva
de HO-1 ou a administracdo dos seus metabdlitos resultam em propriedades anti-inflamatdrias e
efeitos antioxidantes em muitos modelos de varias doencas (OROZCO; KAPTURCZAK;,
BARAJAS et al., 2007), além de HO-1 desempenhar uma funcdo importante no controle
antinociceptivo modulando a dor aguda nao inflamatéria (CARVALHO; BRANCO; PANISSI,
2011).

Muitas pesquisas vém revelando que a HO-1, seu substrato heme e seus produtos, CO e
BVD, sdo eficazes na modulagdo do processo de inflamacdo. Como relata no estudo de Konrad et
al. (2015) onde HO-1 ndo-mieloide foi interessante para o efeito antiinflamatorio na migracao de
leucdcitos polimorfonucleares (PMNs) em diferentes compartimentos do pulmdo e na
permeabilidade microvascular. Outro estudo demonstra que o0 HO-1 mieloide apresenta protecao
contra a resposta inflamatéria a zymosan in vivo (BRINES; CATALAN; ALCARAZ;
FERRANDIZ, 2018). Como relata no estudo de Chaves et al. (2018), a ativacdo das vias de HO-
1/ BVD/ CO e HO/ CO/ GMPc/K*atp resulta efeitos antinociceptivos e antiinflamatérios sobre a

hipernocicepcado da articulacdo temporomandibular (ATM) de ratos.

2.4.2 Via NO/ GMPc/ PKG/ K*atp

O 6xido nitrico (NO) é produzido por enzimas definidas como éxido nitrico sintases
(NOS). Essa espécie de enzimas complexas catalisam a oxidacdo da L-arginina para gerar 6xido
nitrico e L-citrulina. Trés formas de NOS foram a principio definidas: a isoforma neuronal (NOS1),
reconhecida no cérebro; a isoforma induzida (NOS2), identificadas em macrdfagos e a isoforma
endotelial (NOS3), reconhecidas em células endoteliais (HARRISON, 1997; MICLESCU et al.,
2009). A NOS1 e NOS3 mostram expresséo constitutiva (NOSc) e geram baixa quantidade de NO,
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quando ativadas por (Ca*?), a NOS2 é expressa apenas em resposta inflamatdria e pode gerar ampla
quantidade de NO.

O NO pode estimular dentre as varias vias farmacoldgicas, a via da enzima guanilato ciclase
solavel (GC). O estimulo dessa via leva a formacao do segundo mensageiro GMPc a partir da
degradacdo enzimatica do GTP. Esse segundo mensageiro executa a¢do diretamente na atividade
de relevantes sistemas organicos, como 0 sistema nervoso central e o sistema cardiovascular
(FRIEBE et al., 2003; TAO et al., 2000; SCHMIDTKO et al., 2003).

Outro alvo relevante da via NO/ GMPc ¢ a dor inflamatoria. O estudo de Sachs et al., em
2004, foi o primeiro a demonstrar que essa via leva a abertura de canais de potassio ATP
dependentes (K*atp), € que a abertura desses canais ocorre pela atividade da proteina quinase G
(PKG) no meio intracelular do neurénio nociceptivo, caracterizando a via NO/ GMPc/ PKG/

.
K*aTp.

Na dor orofacial, Chaves et al. (2011) relata em seu estudo que inibidores de NOS, (L-
NAME e 1400W) apresentaram  efeito  antinociceptivo e  anti-inflamatéria
na artrite da ATM induzida por zymosan. Também, Lamana et al. (2017) mostra o modelo de
hipernocicepcao inflamatoria da ATM com formalina, em que foi estudado 0 mecanismo de acéo
da droga tramadol, mostrando sua atividade antinociceptiva através da ativacao intracelular NO/
GMPc.

2.4.3 Opioides

Os opiéceos sdo substancias derivadas do 6pio que agem nos receptores opioides, atuando
como farmacos analgésicos utilizados frequentemente para tratamento de processo algico de
intensidade moderada a grave. S&o indicados tanto para tratamento de dor aguda como cronica, de
origem oncologico e ndo oncolégico (NASCIMENTO; SARATA, 2011). Estudo tem demonstrado
gue, em situacdo de estresse, os opioides endogenos sdo liberados dos tecidos inflamados e
estimulam receptores periféricos opioides aptos a aliviar a dor (GARCIA; CARDOSO; DOS-
SANTOS, 2012), modificando a concepcdo do quadro algico e diminuindo também a
sensibilizagdo central (ALEIXO et al., 2017).

Os receptores opioides estdo extensamente distribuidos pelo SNC, sistema nervoso
periférico (SNP), células enddcrinas, células sinoviais e imunitarias como mastdcitos, linfécitos,
neutrofilos e monaocitos. Existem trés tipos de receptores opioides u (mu/MOR), k (kappa/KOR) ¢
d (delta/DOR) (MARVIZON et al., 2010). Estes receptores apresentam sete dominios
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transmembrana, sdo acoplados a proteina G e compartilham de homologia na sua estrutura. Os
peptideos opioides ndo se ligam exclusivamente a um tipo de receptor, mas apresentam afinidade
maior ou menor por um determinado tipo. As endorfinas sdo os ligantes enddégenos com maior
afinidade ao receptor do tipo i, ao qual a morfina se liga também com grande afinidade. As
encefalinas ligam-se aos receptores 6 com grande afinidade, e as dinorfinas ligam-se com maior
afinidade aos receptores k (PRZEWLOCKI e PRZEWLOCKA, 2001).

O receptor u esta presente no ganglio trigeminal e € modulado pelo processo inflamatério
(LEE et al., 2016; ZHANG et al., 2014). As citocinas pro-inflamatorias IL-1p, IL-4, IL-6 e TNF-
a influenciam no aumento na expressdo do receptor p em células neuronais e ndo neuronais
(BORNER; HOLLT; KRAUS, 2002; BORNER, 2004; KRAUS et al., 2001). No estudo de
Macedo et al. (2016), foi relatado que o efeito antinociceptivo periférico 15d-PGJ é mediado pelo
PPAR-Y, ¢ este, uma vez ativado, estimula a liberag¢ao de - endorfina e dinorfina que excitam os
receptores opioides . e 9.

Vaérios estudos tém demostrado que os agonistas dos opioides desenvolvem efeito
analgesico relevante na dor orofacial (ZHAN et al., 2018). Zubrzycki et al. (2017) apresentou em
seu estudo que as vias opioides e endocanabinoide 1 estdo envolvidos no controle nociceptivo da
dor orofacial, além disso demonstraram que o efeito antinocieptivo induzido por endomorfina-2
(EM-2) foi modulado pela etanolamina N- araquidonil (AEA) e mediada pelo receptor | e receptor
canabinoide 1 (CB1).

Em um estudo usando um modelo de dor inflamatéria, Berg et al. (2011) demonstram que
a ativacdo de KOR através do agonista KOR (-)-(trans)-3,-dicloro-Nmetil-N-[2-(1-
pirrolidinil)ciclo-hexilo]benzeneacetamida (U50488) produz uma forte inibicdo da alodinia
térmica estimulada por prostaglandina E2 (PGE2) quando administrado diretamente na superficie

plantar da pata traseira de rato em doses que ndo atuam sistemicamente.

2.5 Disfungdo Temporomandibular (DTM)

A American Association of Dental Research (AADR) enfatiza que as disfuncbes
temporomandibulares englobam um grupo de condi¢Ges musculares e musculoesqueléticas que
envolvem as articulagbes temporomandibulares, musculos mastigatorios e todos os tecidos
associados. A sintomatologia associada a essas alteracdes sdo diversas, incluindo dificuldade em
mastigar, falar ou em outras funcées orofaciais. Esses transtornos tambem poderao estar associados

a dor aguda ou persistente, e 0s pacientes muitas vezes apresentam co-morbidades. A dor cronica
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ligada as DTMs pode interferir no trabalho ou em interacGes sociais, sucedendo em uma reducéo
geral da qualidade de vida (GREENE et al., 2010).

Os principais sinais e sintomas da DTM podem apresentar-se de diversas formas e pode
incluir a dor e o desconforto na ATM; zumbidos no ouvido; algias da musculatura da mastigacao
e regido cervical uni ou bilateral; ruidos articulares como crepitagdes e/ou estalidos; limitagdo da
amplitude de movimento da mandibula, desvios e/ou deflexdo durante abertura bucal, dificultando
a mastigacdo, além de cefaleias (BARBIERI; DAMASCENO, 2014).

Estudos epidemioldgicos avaliam que a prevaléncia da sintomatologia da DTM é em torno
de 40% na populacédo geral segundo Gongalves et al. (2010). A patologia pode acontecer em todas
as faixas etarias, porém sua maior incidéncia esté entre 20 a 45 anos de idade. O sexo feminino é
a classe mais afetada pela DTM numa proporcao de 3:1, podendo chegar a proporcao 9:1, isso
pode ter relacdo com as diferencas fisioldgicas do sexo, como alteragfes hormonais, estrutura

muscular e diminuicdo do limiar doloroso (FREIRE et al., 2014).

A DTM apresenta etiologia multifatorial, podendo ser oriunda de um trauma muscular e
articular, situacdes anatémicas (fatores esqueléticos) ou condigdes fisiopatoldgicas (problemas no
0ss0, no tecido conjuntivo e alteragdes hormonais, de sensibilizacdo das vias nervosas centrais e
periféricas de processamento da dor do sistema) (AMIXNER et al., 2011; CONTI et al., 2012),
além de fatores psicossociais, como ansiedade, estresse, depressdo, assim como doencas sistémicas
e alteracGes do sono (FERREIRA et al., 2009; TJIAKKES et al., 2010; NISHYAMA et al., 2012).

Dentre as possibilidades terapéuticas, os farmacos mais prescritos e indicados para
tratamento da dor na DTM estdo os AINES (antiinflamatérios néo esteroidais) (WIECKIEWICZ
et al., 2015). E conhecida a limitacio acerca da comprovacdo da eficicia dessas drogas no
tratamento de DTMs e a ndo indicacdo do uso continuo das mesmas, devido aos efeitos adversos
indesejaveis, como por exemplos as complicacdes gastrointestinais (CAIRNS et al., 2010; FINE,
2013; GREENE, 2010). Diante dessa dificuldade, varias substancias naturais estdo sendo
desenvolvidas como possiveis medicamentos (GONZALEZ et al., 2017; STOHS e HARTMAN,
2015).

2.6 Moringa oleifera

As plantas medicinais sé&o conhecidas ha milhGes de anos e séo apresentadas como
importantes ferramentas farmacéuticas para prevenir e curar varias patologias e enfermidades. De

acordo com Organizacdo Mundial de Saide (OMS), em torno de 80% da populacdo nos paises
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desenvolvidos utiliza plantas medicinais como tratamento de diversos disturbios patolégicos
(ALHAKMANI; KUMAR; KHAN, 2013).

Para Park et al. (2011), a Moringa Oleifera Lamark ¢ uma planta largamente utilizada na
medicina popular em muitos paises tropicais e subtropicais incluindo sub-Himalaia, regies da
india, Paquistdo, Bangladesh, América do Sul, lihas do Pacifico e partes do Afeganistdo. Além de
apresentar um rapido crescimento, a Moringa Oleifera pertence a familia Monogénica

Moringaceae, que inclui 13 espécies de arvores e arbustos.

A maioria das partes da folha apresenta diversas fontes nutricionais e terapéuticas, ricas em
proteinas, carotenoides, minerais e acido ascorbio, sendo utilizada como suplemento alimentar em
animais e seres humanos e também utilizado pela medicina humana para tratamento de diferentes
patologias. As folhas da Moringa apresentam grande utilidade na prevencéo da desnutricdo e as
sementes sdo utilizadas com seguranca na purificacdo da dgua. Além das folhas, as flores, raizes,
goma e frutas sdo altamente empregadas para tratamento dos processos inflamatdrios
(ALHAKMANI; KUMAR; KHAN, 2013), pois apresenta ricos nutrientes, flavonoides e
substancias ativas, com boa funcdo de cuidados terapéuticos sendo conhecida como a arvore
magica e arvore da vida (Yl et al., 2017).

As flores da planta Moringa Oleifera exibem alto teor de minerais como potéssio, ferro,
calcio e antioxidantes, além das vitaminas essenciais como aminoacidos e alguns glicosideos e séo
aplicados na dieta humana, especialmente nas Filipinas. As sementes apresentam rico teor de 6leo

comestivel, sendo aproveitado também para usos medicinais (GYEKE et al., 2014).

A planta Moringa Oleifera € utilizada para diversas patologias entre elas cardiacas,
oculares, processos inflamatorios e dispepsia. Estudos farmacoldgicos tém demonstrado que
Moringa Oleifera apresenta acdo antioxidante, antitumoral, antiinflamatdria, propriedades
antiespasmddicas e antidiuréticas, podendo estar relacionados a presenca de metabolitos vegetais
presentes na planta, como as vitaminas, minerais, aminoacidos, glicosideos, caretenoides,
flavonoides e fendlicos (BAKRE; ADERIBIGBE; ADEMOWO, 2013).

Alhakmani; Kumar; Khan (2013) demonstraram a agdo antiinflamatoria da flor de Moringa
Oleifera, por apresentar em seu composto substancias ricas em compostos fendlicos e também
apresentou importante acdo antioxidante, por isso a indicagédo como fonte natural de antioxidantes
para prevenir a progressdo de muitas doencas, porém sao sugeridas mais investigacdes a fim de se

avaliar os mecanismos e constituintes por existentes por tras de suas a¢des anti-inflamatorias.
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Ja no estudo de Mishra et al. (2013) onde foi realizada uma investigacao fitoquimica de
todas as partes da planta Moringa Oleifera, foi constatado que cada parte possui propriedades
benéficas que podem servir a humanidade, o extrato da flor da Moringa Oleifera mostrou a
presenca de compostos antioxidantes, além de apresentar acdo anti-inflamatéria, antiviral,

antitumoral, dentre outros.

Ja no estudo de Tan; Arulselvan; Karthivashan; Fakurazi (2015) onde foi investigado o
efeito anti-inflamatorio da atividade do extrato hidroetanolico a 80% da flor de M. oleifera em
mediadores pro-inflamatérios e citocinas produzidas em macrofagos e a partir dos resultados
conseguiu-se concluir que extrato hidroetandlico da flor de M. oleifera possui agdo antiinflamatdria
relacionada a sua inibicdo de NO, PGEZ2, citocinas proinflamatdrias e producdo de mediadores

inflamatdrios em macrofagos.

Santos et al., em 2018, mostraram em estudo pré-clinico que os derivados semissintéticos
das flores da Moringa oleifera Lam. apresentaram um efeito antinociceptivo e antiinflamatério na
ATM de rata quando administradas por via oral. Outro estudo realizado por Silveira (2017)
demostrou que extrato das flores da Moringa oleifera apresentou efeito antinociceptivo e anti-

inflamatdrio na ATM de rata quando administrado por via oral
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3 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

A dor é uma sensacdo desagradavel, que acarreta incomodo aos pacientes com DTM na
regido da musculatura e articulacdo, sendo na maioria das vezes uma fonte comum de dor orofacial
crbnica, o que pode repercutir na auséncia do trabalho ou interacdes sociais, resultando em uma
diminuicdo na qualidade de vida das pessoas acometidas (GREENE et al., 2010). Em consequéncia
da dificuldade no método de tratamento para as situagcoes inflamatorias nas DTM, como também
a procura de um maior entendimento acerca dos mecanismos envolvidos, o progresso de
instrumentos possiveis no tratamento da dor inflamatdria, tem otimizado as pesquisas por novas
drogas a base de produtos naturais como uma possibilidade de associacdo aos tratamentos
convencionais (VAL et al., 2014).

Muitos farmacos comercializados apresentam estruturas quimicas relacionadas a uma
substancia extraida de alguma espécie botanica de uso consagrado na medicina popular. O
interesse em medicamentos derivados de plantas superiores aumentou expressivamente na Gltima
década. Estimativas atuais evidenciam que mais de 80 % da populacdo dos paises em
desenvolvimento dependem da medicina popular ou de medicamentos a base de plantas como fonte
primaria de cuidados a satde (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

A busca pela apropriacdo e utilizacdo de tratamentos naturais para alivio da dor e
inflamacdo nos pacientes com DTM através de plantas medicinais ja é uma préatica frequente.
Existem na literatura vérias pesquisas com caracteristicas terapéuticas dos diversos extratos da
planta Moringa Oleifera utilizada com diferentes finalidades de tratamento da medicina, inclusive

para tratamento de processos inflamatérios (FAIZAL et al., 2014).

A alta atividade analgésica e baixa toxicidade dos derivados e a falta de estudos dos
mecanismos de acdo justificam o presente estudo acerca da importancia dos mecanismos de acédo
de dois compostos semissintéticos MC-D7 e MC-D9 obtidos a partir do isoticianato MC-1 isolado

das flores de Moringa Oleifera na ATM de ratos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar o mecanismo de acdo antinociceptivo e anti-inflamatorio de dois compostos
semissintéticos MC-D7 e MC-D9 obtidos a partir de um benzilisoticianato isolado das flores de

Moringa Oleifera na ATM de ratos.

4.2 Objetivos Especificos

- Entender o papel da via do éxido nitrico (NO / GMPc / PKG / K*atp) na antinocicepcdo induzida
por MC-D7 e MC-D9 no modelo de hipernocicepc¢éo induzida por formalina na
ATM de ratos;

- Estudar a participacdo da via da hemeoxigenase-1 (HO-1 / GMPc / PKG / K*arp) na
antinocicepcdo induzida por MC-D7 e MC-D9 no modelo de hipernocicepc¢do induzida por
formalina na ATM de ratos.

- Investigar o papel dos receptores opioides na antinocicepcao induzida por MC-D7 e MC-

D9 no modelo de hipernocicepgéo induzida por formalina na ATM de ratos;
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5 METODOLOGIA

5.1 Obtencao do derivado semissintético MCD-7 e MCD-9

O composto MC-1 foi isolado das flores de M. oleifera conforme procedimento descrito
em Almeida et al. (2017), bem como a obtencéo de dois derivados semissintéticos MC-D7 e MC-
D9 (figura 4).

Figura 4 — Derivados MC-1 (MC-D7 e MC-D9)

5.2 Animais

Foram utilizados 198 ratos Wistar machos entre 180 e 240g em grupos com N=5 animais,
sendo estes, alojados em gaiolas de plastico padronizadas com alimentos e agua disponiveis ad
libitum. Eles foram mantidos em uma sala com temperatura controlada (23 = 2°C) com um ciclo
luz-escuro de 12/12 horas. Todos os experimentos foram projetados para minimizar o sofrimento
usando o0 numero minimo de animais necessarios para obter uma avaliacdo estatistica valida. Os
animais eram provenientes do biotério central da Universidade Federal do Ceard, com namero de
registro de CEUA 03/2015.

5.3 Eficacia antinociceptiva e anti-inflamatoria de MC-D7 e MC-D9 no modelo de

hiperalgesia inflamatoria induzida na articulacao temporomandibular (ATM) de ratos.
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5.3.1 Delineamento experimental

Os animais foram pré-tratados por via oral (v.0.), com solucéo salina (0,9%), indometacina
(5 mg/kg), MC-D7 (1 ug/kg) ou MC-D9 (1 ng/kg). Ap6s 60 minutos, foi aplicada inje¢do intra-
articular (i.a.) de solucdo salina (50 pl, 0,9%) no grupo controle ou formalina (50 pl, 1,5 %), na
ATM esquerda. A resposta nociceptiva foi mensurada pela quantificacdo em segundos do ato do
rato cocar a regido da ATM esquerda e pelo nimero de vezes de erguer a cabeca de forma reflexiva
no periodo de 45 minutos (ROVERONI et al., 2001).

Figura 5 — Delineamento Experimental Grupo Salina
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5.3.2 Injegdes intra-articulares

Os animais receberam uma injecéo intra-articular na ATM esquerda na regido inferior, a
porcdo pdstero-inferior da borda do arco zigomético, em direcdo anterior, até contactar a regido
postero-lateral do condilo, com uma agulha de 30G conectada a um tubo de polietileno P50 e uma
seringa de 50 pl (Hamilton) (figura 6) sob uma prévia anestesia inalatoria com isoflurano
(ROVERONI et al., 2001).



37

Figura 6 — Seringa de Hamilton

Fonte: ROVERONI et al., (2001)

5.3.3 Testes comportamentais para a avaliacdo da resposta nociceptiva induzida pela
formalina

Cada animal foi utilizado em um Unico experimento, sendo os testes realizados durante a
fase clara entre 9h e 17h em uma sala silenciosa com temperatura controlada entre 23°C £ 2°C
(ROSLAND et al., 1991). Durante 7 dias antes do experimento os animais foram manipulados
pelos participantes (TJOLSEIN et al., 1992). Cada animal foi colocado em uma camara de
madeira com sua parte superior aberta tendo uma parede de vidro para observacao e as demais
paredes e base espelhados de dimens&o 30x30x30 cm, sendo colocados durante 10 minutos antes
da administracdo intra-articular para ambientacdo (ABBOTT et al., 1986). Os animais nao
tiveram acesso a alimentos ou a agua durante o experimento. Apods anestesiados e administrado a
injecéo intra-articular, os animais foram colocados em cadmara e observados seu comportamento
pela quantificacdo em segundos do ato de cocar a regido da ATM esquerda com um cronémetro
digital e pelo numero de vezes de erguer a cabe¢a com um contador manual de células no periodo
de 45 minutos, em 15 blocos de 3 minutos e eutanasiados no final do experimento (OLIVEIRA-
FUSARO et al., 2012; ROVERONI et al., 2001).

Figura 7 — Delineamento experimental grupo formalina
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5.3.4 Papel da via do NO / GMPc / PKG / K*atp na antinocicep¢ao induzida por MC-D7 e
MC-D9

Os ratos foram pre-tratados (60 min) com aminoguanidina (30 mg/kg; ip), um inibidor
seletivo da sintase induzida do oxido nitrico (iNOS), 30 min antes com ODQ (5 mg/kg; sc), um
inibidor da enzima guanilato ciclase soluvel (cGMP), KT5823 (4 pg/ml, sc), um inibidor da
proteina quinase G (PKG), ou 1h antes com glibenclamida (10 mg/kg; ip), um blogueador dos
canais de potassio sensivel ao ATP (K*atp) seguido pela administracdo de MC-D7 (1 ug/kg; v.o)
ou MC-D9 (1 ng/kg; v.o.) administragdo 1 h antes da injegdo intra-ATM de formalina a 1,5% (50
ul/ATM). As respostas de nocicepgdo comportamental foram avaliadas para uma observacéo de

periodo de 45 min.

Figura 8 — Delineamento experimental grupo da via NO / GMPc / PKG / K*atp
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5.3.5 Envolvimento da via HO-1/ GMPc / PKG / K*atp na antinocicep¢ao induzida por
MC-D7 e MC-D9

Os animais foram pré-tratados (30 min) com ZnPP-IX (3 mg/kg, sc), um inibidor especifico
do HO-1; ODQ (5 mg/kg; sc), um inibidor da enzima guanilato ciclase soltvel (cGMP), KT5823
(4 pg/ml, sc), um inibidor da proteina quinase G (PKG), ou 1h antes com glibenclamida (10 mg/kg;

i.p), um bloqueador dos canais de potassio sensivel ao ATP (K*atp) seguido pela administracdo
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do MC-D7 (1 pg/kg; v.0) ou MC-D9 (1 ng/kg; v.0) 1h antes da injegdo intra-ATM de formalina
(1,5%, 50 ug/ATM). Respostas de nocicep¢do comportamental foram avaliadas por um periodo
de observacao de 45 minutos.

Figura 9 — Delineamento experimental grupo da via HO-1/ GMPc / PKG / K*atp
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5.3.6 Estudo da via opioide central na antinocicepg¢édo induzida por MC-D7 e MC-D9

Em outra série de experimentos, os ratos receberam anestesia com isoflurano por um
periodo curto e tomaram uma injecao intratecal de naloxona (15 pg/10 pl) antagonista opioide nao-
seletivo, ap6s 15 minutos, os ratos receberam MC-D7 (1 pg/kg) ou MC-D9 (1 ng/kg) ou solugdo
salina (v.0.) e 1h apos receberem uma injecdo intra-ATM de formalina (1,5%, 50 pl). As respostas

de nocicepcao comportamental foram avaliadas para uma observacdo de periodo de 45 min.

Figura 10 — Delineamento experimental grupo da via opidide
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5.4 Analises estatisticas

Os resultados foram apresentados como médias + EPM para dados paramétricos. Todos 0s
testes foram realizados usando o programa SPSS 23.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA) para o
Windows. Todos os graficos foram feitos com o software GraphPad Prism 6 (software GraphPad
Prism, La Jolla, CA, EUA) para Windows. Nivel de Probabilidade (p <0,05) foi considerado. O
teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar se os dados de cada varidvel analisada
apresentavam-se com distribuicdo normal (dados paramétricos, com grupos com menos de 50
casos). Os valores de outliers foram retirados (quando ocorreram), por ndo representarem 0s

resultados que o estudo tinha o objetivo de generalizar (pvalor >0.05 para o teste de Shapiro-Wilk)

Os dados paramétricos foram analisados através do teste t de Student, para a comparagdo
da média entre dois grupos, e do teste de ANOVA, para a comparacao das médias em variaveis
com mais de dois grupos. O pds-teste (post-hoc) para a ANOVA foi definido a partir da analise da
homogeneidade de variancias através do teste de Levene. Caso houvesse homogeneidade de
variancias (p-valor > 0,05), foi definido como pos-teste para a ANOVA o teste de Tukey. Caso
ndo houvesse homogeneidade de variancias entre os dados (p-valor < 0,05), foi definido como
pos-teste para a ANOVA o teste de Games-Howell.

Os dados foram expressos em média + desvio padrdo (SD), com intervalo de confianca (Cl)
(maximo e minimo), a fim de determinar a possivel associacao entre 0 0s grupos e cada variavel

analisada.
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6 RESULTADOS

6.1 Efeito do MC-D7 e MC-D9 na hipernocicepc¢ao inflamatdria induzida por formalina na

ATM esquerda de ratos

A injecdo de formalina 1,5% (i.a) resultou em um aumento significativo na resposta
comportamental nociceptiva (176,3 = 24,78) em compara¢do com o grupo salina (53,56 + 7.081)
(p<0,001). O tratamento com MC-D7 1 pg/kg (92,83 + 1,641) (p<0,001) e MC-D9 1 ng/kg (79,13
+ 12,47) (p<0,0001) diminuiu significativamente o resultado comportamental nociceptivo quando
comparados ao grupo formalina, mostrando resposta similar ao grupo indometacina 5mg/kg
(83,75+4,008) (Figura 11).

Figura 11. Efeito do MC-D7 e MC-D9 na hipernocicepcdo inflamatéria induzida por

formalina na ATM de ratos.
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Figura 11. MC-D7 (1 pg/kg, v.0) e MC-D9 (1 ng/kg, v.0) reduziram a hipernocicepgéo
inflamatdria induzida por formalina. *p <0,05 comparado com grupo salina. “p <0,05 comparado

com grupo formalina (ANOVA, Tukey).

6.2 Envolvimento do NO/GMPc/PKG/K*atp na atividade antinociceptiva do MC-D7 na

hipernocicepc¢édo inflamatoria aguda induzida por formalina na ATM esquerda de ratos.
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O controle positivo aminoguanidina, inibidor seletivo da NO sintase induzida (NOSI)
aumentou 0s comportamentos nociceptivos (185,8+9,00). O grupo MC-D7 (72t 12,77)
juntamente com pré-tratamento com aminoguanidina ndo foi capaz de reverter o efeito
nociceptivo quando comparado ao grupo MC-D7 (1 ng/kg) de forma estatisticamente significativa
(92,833 + 1,641). O grupo aminoguanidina (185,8 +9,00) quando administrado sozinho, ndo

alterou a resposta nociceptiva quando comparado ao grupo formalina (Figura 12).

Figura 12. Envolvimento da via NO/GMPc/PKG/K™atp na atividade antinociceptiva do MC-D7
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Aminoguanidina ndo reverteu a resposta nociceptiva de MC-D7. *p <0,05 comparado com grupo

salina. #p <0,05 comparado com grupo formalina. (p< 0,706. ANOVA, Games-Howell).

6.3 Envolvimento do NO/GMPc/PKG/K*ate na atividade antinociceptiva do MC-D9 na

hipernocicepg¢éo inflamatoria aguda induzida por formalina na ATM esquerda de ratos.

O inibidor de iINOS aminoguanidina (185,80 + 9,00) (p<0,004) (Figura 13A), ODQ, um
inibidor especifico do cGMP soluvel (184,75 £ 7,66) (p<0,007) (Figura 13B), glibenclamida, um
bloqueador de canais K'ate (207,25+6,93) (p<0,0001) (Figura 13D) reverteram o efeito
antinociceptivo efeito da MC-D9 na hipernocicepcdo da ATM induzida pela formalina, quando
comparados ao grupo MC-D9 (79,125 £12,46), porém KT 5823, o inibidor da proteina Quinase
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G (76,33 + 4,97) (figura 13C) néo reverteu efeito antinociceptivo da MC-D9 na hipernocicepgao
da ATM.

Figura 13. Envolvimento do NO / GMPc / PKG / K* atp no efeito antinociceptivo do MC-
D9
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(A): Aminoguanidina (30 mg/kg; i.p.); (B) ODQ (5 mg / kg; s.c.) e (D) Glibenclamida (10mg/kg,
I.p) reverteram a resposta nociceptiva de MC-D9. p<0,004; p<0,007; p<0,0001 respectivamente,
porém (C): KT 5823 (4pg/mL) ndo reverteu os efeitos antinociceptivos do MC-D9 (ANOVA,
Tukey).

6.4 Envolvimento da via HO-1/ GMPc/ PKG/ K*atp na atividade antinociceptiva do MC-D7

na hipernocicepgao inflamatdria aguda induzida por formalina na ATM esquerda de ratos.
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O inibidor seletivo a HO-1 ZnPP-1X (3 mg/kg; s.c.) reverteu o efeito antinociceptivo do
MC-D7 (1 pg/kg; v.0) (193,50+7,751) na hipernocicepcdo da ATM induzida por formalina
(p<0,0001), quando comparado ao grupo MC-D7 (92,83+1,46) (Figura 14A). ODQ (5mg/mL), um
inibidor seletivo da guanilato ciclase (GC), reverteu o efeito MC-D7 (184,75+7,66) (p<0,005),
quando comparado ao grupo MC-D7 (92,83£1,46) (Figura 14B). O KT5823 (160,5+9,313) (Figura
14C), um inibidor seletivo da proteina quinase G (PKG), e a glibenclamida, um bloqueador de
canal do canal K*atp (207,25+6,93) (Figura 14D), ndo reverteram o efeito antinociceptivo do MC-

D7 na hipernocicepc¢do da ATM induzida pela formalina (Figura 14).

Figura 14. Envolvimento da via HO-1/ GMPc/ PKG/ K*atp na atividade antinociceptiva do
MC-D7 na hipernocicepc¢ao inflamatoria aguda induzida por formalina na ATM esquerda
de ratos.
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(A): Pré-tratamento com zinco protoporfirina IX (ZnPP 1X; 3 mg/kg) reverteu os efeitos
antinociceptivos do MCD-7 (p<0,0001); (B): pré-tratamento com ODQ (5mg/mL), reverteu 0s
efeitos antinociceptivos do MC-D7(p<0,005); (C): pré-tratamento com KT 5823 (4pg/mL) ndo
reverteu os efeitos antinociceptivos do MC-D7(p<0,429); (D): pré-tratamento com glibenclamida

(10mg/kg) ndo reverteu os efeitos antinociceptivos do MCD-7(p<0,992) (ANOVA, Tukey).

6.5 Envolvimento da HO-1/ GMPc/ PKG/ K*atp na atividade antinociceptiva do MC-D9 na

hipernocicepg¢éo inflamatoria aguda induzida por formalina em ratos.

O inibidor seletivo da hemeoxigenase-1 (HO-1) ZnPP-IX ndo reverteu o efeito
antinociceptivo do MC-D9 (193,00 + 7,75) quando comparado com o grupo MC-D9 (79,125
+12,46). O grupo ZnPP-1X (3 mg/kg) (193,00 £7,75), quando administrado sozinho, ndo alterou

a resposta nociceptiva comportamental, quando comparado ao grupo formalina (Figura 15).

Figura 15. Envolvimento da HO-1/ GMPc/ PKG/ K*atp na atividade antinociceptiva do MC-

D9 a hipernocicepcdo inflamatéria aguda induzida por formalina em ratos.
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Figura 15. Zinco protoporfirina 1X (ZnPP 1X; 3 mg/kg) néo alterou o efeito antinociceptivo do
MC-D9 (p<0,133) p < 0,05 em relagio ao grupo salina, *p < 0,05 em relagio ao grupo formalina
(ANOVA, Tukey).
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6.6 Envolvimento da via opioide na atividade antinociceptiva do MC-D7 e MC-D9 na

hipernocicepc¢ao inflamatdria aguda induzida por formalina na ATM esquerda de ratos

O antagonista nao-seletivo dos receptores opioides naloxona (15ug/10uL, i.t.) nédo
reverteu o efeito do MC-D7 (74,4+ 11,79) (Figura 16A) e MC-D9 (79,125+12,46) (Figura 16B)
de forma estatisticamente significativa, quando comparado aos grupos MC-D7 (92,83 + 1,641) e
MC-D9 (79,13 £ 12,47), respectivamente.

Figura 16. Envolvimento da via opioide na atividade antinociceptiva do MC-D7 e MC-D9.

A B

2501 2501

200+ 2004
1504 1504

1004 1004

al
o
1
[
o
1

o

o

Comportamento nociceptivo (s)
Comportamento nociceptivo (s)

T
Salina

. &
Salina Naloxona 15pg/10ul
MC-D7 1ug/kg MC-D9 1ng/kg
Formalina 1.5% (50ulL/ art.) Formalina 1.5% (50pL/ art.)

Fonte: Dados da pesquisa

(A): Naloxona ndo reverteu o efeito do MC-D7 (1 ug/kg;v.o). (B): Naloxona ndo reverteu o efeito
do MC-D9 (1 ng/kg;v.o). *p < 0,05 em relacdo ao grupo salina, “p < 0,05 em relagdo ao grupo
formalina (ANOVA, Tukey).
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7 DISCUSSAO

Estudos prévios do grupo demonstraram que os derivados MC-D7 e MC-D9 s&o eficazes
em reduzir a hipernocicepgao induzida por formalina na ATM de ratos, o que foi confirmado em
nosso estudo (SANTOS et al., 2016).

No resultado sugere que o0 MC-D7 atua também pela via da HO-1/GC/GMPc. Ainda, ao
encontro do nosso estudo, Chaves et al. (2018) relataram que a ativagédo da via de HO-1/BVD/CO
apresenta efeitos antinociceptivos e antiinflamatérios sobre a hipernocicep¢do da ATM. No estudo
Do Val et al. (2014) foi observado que a T. Toxicaria é eficaz no efeito antinociceptivo no modelo
de ATM e em partes depende da via HO-1 e dos canais de K+ atp. Corroborando com nosso estudo
Silveira (2017) descreve que MC-H (outro composto semissintético derivado do
benzilisotiocianato MC-1) também age pela via da HO-1. Alves et al. (2017) atestou que os efeitos
do ranelato de estréncio sobre o hipernocicepcao inflamat6ria na ATM induzida por zymosan ndo
foram alterados na presenga de ZnPP-1X, demonstrando que o mecanismo independe da via HO-
1. No estudo de Freitas et al. (2016) comprovou que Abelmoschus Esculentus apresenta respostas
antinociceptivos e antiinflamatorios sobre a hipernocicepcdo da ATM, sendo dependente da via
HO-1, uma vez que o ZnPP-IX reverteu o efeito antinociceptivo do Abelmoschus Esculentus

esobre a hipernocicepc¢do da ATM de ratos.

Corroborando com nossos dados, Carvalho; Branco; Passini (2011) demonstram que a
ativacdo da via HO/CO/GMPc promoveu efeito antinociceptivo, confirmado pelo ODQ (inibidor
de guanilato ciclase) ter bloqueado o efeito antinociceptivo. O estudo Braines et al. (2018) revelou
que HO-1 apresenta funcdo importante na regulacdo da migracdo de neutréfilos e na formacéo de
mediadores inflamatorios no decorrer da resposta aguda ao Zynosan in vivo.

Vaérios estudos tém demostrado que o HO-1 atua na regulacdo do sistema inflamatdrio
(BRAINES et al., 2018) e imunoldgico, além de propriedade antioxidante em diferentes modelos
de doenca como artrites (CHAVES et al., 2018); diabetes (CASTANY et al., 2016; GARCIA et
al., 2017); lesdo isquémica renal (ROSSI et al., 2017); osteoartrite (CLERIGUES et al., 2012);
lesdo pulmonar (KONRAD et al., 2015).

Conforme demostra nossos resultados, podemos observar que mecanismos envolvidos no
efeito antinociceptivo de MC-D9 agem pela via NO/cGMP/K*atp. O 6xido nitrico (NO), apesar
de apresentar efeito dual ao atuar em ambos as fungdes pro-inflamatério e anti-inflamatorio,
apresenta-se na maioria das vezes essencial na preservagdo do processo inflamatério (CHAVES et
al., 2011).
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Corroborando em partes com nossos dados, Silveira (2017) expressa em seu estudo que a
glibenclamida reverteu os efeitos antinociceptivos mediados pelo MC-H, j& os demais
aminoguanidina, ODQ divergem dos nossos resultados, uma vez que ndo alteraram a resposta
antinocipetiva do MC-H. De acordo com nossos estudos Florentino et al. (2015) comprova que 0s
efeitos antinociceptivos do LQFM-021 (compostos do pirazol) foram mediados através da via
NO/cGMP/K+ATP. Ainda conforme nosso resultado Favaro-Moreira (2009) demonstrou em seu
estudo que o estradiol apresenta efeito antinociceptivo em modelo de ATM e que 0 mesmo age em
partes pela via NO-cGMP, pois ODQ (inibidor da guanilato ciclase) blogueou o efeito
antinociceptivo do estradiol. Na pesquisa de Chaves et al. (2011) demostrou que os inibidores de
NO (L-NAME e 1400W) participaram dos mecanismos inflamatérios na disfuncao
temporomandibular induzidos por zymosan.

Comprovando em partes com nossos resultados, Carvalho; Branco; Passini (2014)
demostra que o efeito antinociceptivo ndo dependeu da via HO-1, de maneira que nem o ZnPPX
(inibidor seletivo de HO-1) e nem o substrato de HO (heme-lisinato) alteraram o indice de
analgesia instigado pelo estresse agudo, demonstrando que esse efeito antinociceptivo foi
blogueado pelo pré-tratamento com ODQ (inibidor seletivo de sGC), o que explica 0 mecanismo
de acdo depende da via do 6xido nitrico (NO).

Recentemente, Rivanor et al. (2017) demostrou a a¢do antinociceptiva e antiinflamatéria
de uma lectina a partir de alga verde cupressoides Caulerpa (CCL) na hipernocicpecdo
inflamatéria da ATM, e a mesma independe da via opioide e do NO/cGMP /PKG / K* atp. Alves
et al. (2018) em seu estudo apresenta. Coura et al. (2017) apresenta em seu estudo que Gracilaria
cornea (fraccdo polissulfatado a partir da alga vermelha) converteu o comportamento nociceptiva
induzida por formalina em modelo de ATM, ainda assim, depende da via do HO-1, da via (NO /
CGMP / PKG / K*a1p) € dos receptores opioides p e k.

No estudo foi demonstrado que o antagonista ndo-seletivo dos receptores opioides
naloxona ndo reverteu o efeito antinociceptivo do MC-D7 e MC-D9, mostrando que 0s
mecanismos envolvidos ndo agem centralmente. Diferente do nosso resultado, Silveira (2017)
apresenta uma correlacao entre a ativacao dos receptores opioides centrais (naloxona) e o efeito
antinociceptivo do MC-H, um outro composto semissintético obtido a partir do benzilisotiocianato
MC-1 isolado das flores da Moringa Oleifera. No estudo de Favaro-Moreira (2009) foi
demonstrado que receptor opioide naloxona nao bloqueou o efeito antinociceptivo do estradiol em
ATM. Alves et al. (2018) apresenta em seus resultados o efeito antinocieptivo de uma lectina
apartir de Abelmoschus Esculentus na hipernocicep¢do na ATM de ratos, além de depender em

partes da via opioide, pois o efeito antinociceptivo da ATM foi mediado pelos receptores 6 € k.
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Araljo et al. (2017) apresenta que Solieria fi liformis (polissacarido sulfatado a partir da alga
vermelha) é eficaz no efeito antinociceptivo no modelo de ATM e depende da via opioide.

Outro estudo, Miranda et al. (2014) apresenta em seus resultados que a gabapentina
demonstra efeito antinociceptivo na dor orofacial e age em partes pela via opioide, pois a
naltrexona bloqueou o efeito antinociceptivo da gabapentina e também age em parte pela via 6xido
nitrico NO/cGMP. O estudo de Espinoza et al. (2016) demostrou o efeito antinociceptivo do
tapentadol-cetoralac em teste de formalina em ATM e 0 mecanismo de acdo age pela via opioide
e sensiveis a canais de K'atp, uma vez que naloxona e glibenclamida reverteram o efeito
antinociceptivo da combinagdo tapentadolcetoralac. No estudo de Zhang et al. (2018) foi
demostrado que administracdo central do DN-9 (opioide misto) produziu efeito antinociceptivo
em modelos de dor orofacial mediados pelos receptores opioides k e p. Tamaddonfard;
Erfanparast; Khalilzadeh (2012) em seu estudo relata que a pilocarpina apresentou efeito
antinociceptivo em dor orofacial induzida por formalina, o que parece estar incluido nessa

antinocicepgdo os opioides analgésico ndo enddgeno.
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8 CONCLUSAO

Concluimos que o MC-D7 e MC-D9 compostos semissintéticos derivados do
benzilisotiocianato MC-1 isolado das flores de Moringa oleifera apresentaram atividade
antinociceptiva e anti-inflamatéria no modelo de hipernocicepcéo inflamatdria na ATM de ratos
induzida por formalina. Os mecanismos envolvidos no efeito antinociceptivo de MCD7 ocorrem
perifericamente pela via HO-1/GMPc, e que MC-D9 age também perifericamente pela via 6xido
nitrico NO/GMPc/K™* atp.
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